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Interacao entre membros da familia bHLH
relacionados ao desenvolvimento de graos em arroz

Joao Luiz de Meirelles; Franciele Ortolan ; Fernanda Lazzarotto ;
Marcia Pinheiro Margis

Biociéncias — Genetica molecular de plantas

Os fatores de transcricdao bHLH (basic Helix-Loop Helix) formam a maior familia de
fatores de transcricao em plantas, com 167 genes identificados em arroz (Oryza sativa
L.). Entre suas funcOes estdo a diferenciacdo epidérmica, sinalizacdo de resposta a
hormonios e fatores ambientais. Além disso, estes fatores sdo capazes de formar homo e
heterodimeros, ampliando a rede regulatoria que envolve estas proteinas. A fim de
caracterizar o fator de transcricao bHLH35 em arroz, plantas superexpressando este gene ™ _

foram geradas pelo nosso grupo de pesquisa. Estas plantas apresentaram alteraGio o anstormadias (o) o suborexoresando o gone
fenotipica nas anteras das suas flores (Figura 1), fenotipo de palea e lema abertas e OsbHLH35 (B).

reducdo do nimero de sementes produzidas.
Ao consultar a literatura observou-se que outros fatores de transcricao da familia bHLH ja haviam sido relatados como

Importantes para o processo de formacao floral no arroz, dentre eles bHLH142, UDT1 (Undeveloped Tapetuml) e TDR (Tapetum
Degeneration Retardation). A fim de entender como estes fatores de transcricao atuam na regulacao do desenvolvimento floral, o
objetivo deste projeto é testar a formacao de homo e heterodimeros entre bHLH35 e as proteinas bHLH142, UDT1 e TDR por
meio do ensaio de complementacao bimolecular de fluorescéncia (BiFC) em protoplastos de Arabidopsis thaliana.

Em virtude do baixo nivel de expressao dos genes de interesse, nao

Amplificar o ClfonElr e Transformar foi possivel amplificar as sequéncias codificadoras a partir de
PENTR/D- . . -

gene TOPO em E. coli amostras de cDNA. Assim, optamos por utilizar amostras de DNA

— genomico para amplificar o gene codificador do fator de

transcricao UDT1, o primeiro alvo clonado com sucesso no vetor

de entrada (Figura 2). A JEVEES
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Figura 2. Amplificacao de

inacs ifi CDNA A B € D
Recombinagéo Sequenciamento Purlflcgr do OsUDTL (1,58 kb) (A) e _
no vetor d_e da sequéncia plasmideo confirmagéo da clonagem do <-1,5kb—-@ —
PSAT para BIFC (Miniprep) fragmento em 4 coldnias de E.
coli transfomadas com

PENTR/D-TOPO (B).

Sequenciar a sequéncia de OsUDT1 clonada no vetor de entrada, como confirmacao de que esta ndo tem nenhuma mutacao.
Purificar a sequéncia de OsbHLH142 e clona-la em pENTR, e amplificar o gene codificador de TDR.

Apos, recombinar o pENTR de cada gene em vetores de BIFC (pSAT4, pSAT4A, pSAT5, pSAT5A) para analise da interacao
entre as proteinas.




